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1 UVOD  
Celice sesalcev lahko zaznavajo koncentracijo kisika in se odzivajo na njegovo pomanjkanje. 
Odzivanje je omogočeno z uravnavanjem prepisovanja genov, na katere se vežejo 
transkripcijski dejavniki, kar vodi v kaskado vklapljanja in izklapljanja genov.  
 
S hipoksijo inducibilni dejavnik 1 podenota alfa (HIF1A) je ena izmed ključnih komponent 
signalne verige pomanjkanja kisika. Uravnava izražanje velikega števila genov, prevzema 
osrednjo vlogo pri regulaciji homeostaze kisika in usklajuje izražanje genov, povezanih s 
fiziološkimi in patološkimi procesi prilagajanja (Lee in sod., 2007). 
 
Z namenom pridobitve celostnega vpogleda v odziv na pomanjkanje kisika smo v diplomskem 
delu zbrali poznane direktne tarčne gene HIF1A, jih klasificirali glede na njihovo vključenost v 
bioloških poteh, naredili pregled celičnih linij, znotraj katerih je bila dokazana neposredna 
vezava transkripcijskega dejavnika in podatke prikazali v lahko berljivih preglednicah. 
Nadaljnjo smo temo poglobili in se osredotočili na direktne povezave, dokazane v celičnih 
linijah raka debelega črevesja in danke, ter podrobneje analizirali šestih izbranih genov. Potek 
delovnega procesa je podrobneje razložen v shemi (Slika 1).  
 
 
Slika 1: Shema delovnega procesa diplomskega dela 
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2 PREPISOVALNI DEJAVNIKI 
Prepisovalni dejavniki ali transkripcijski faktorji so proteini, ki se vežejo na specifične 
sekvence na verigi DNA z namenom spreminjanja transkripcijske iniciacije tarčnih genov, ene 
izmed najpomembnejših kontrolnih točk genske ekspresije. Dejavniki lahko zavzamejo vlogo 
aktivatorjev ali represorjev. Vezava na specifične sekvence DNA je omogočena s pomočjo 
številnih strukturnih izoform in motivov transkripcijskih dejavnikov. Glede na katere so 
dejavniki razvrščeni v skupine.  
 
S hipoksijo inducibilni dejavnik 1 (HIF1) je prepisovalni dejavnik in ima ključno vlogo pri 
uravnavanju kisikove homeostaze. Je heteromer in sestavljen iz 2 podenot, HIF1A in aril 
ogljikovodikovega receptorja in jedrskega prenosnika (ARNT). V svojem diplomskem delu 
smo se osredotočili na HIF1A podenoto, ki je labilna, njena stabilnost pa je pogojena z 
zadostno koncentracijo kisika (Ke in Costa, 2006). V nasprotju je ARNT enota stabilna in je v 
vsakem trenutku znotraj jedra celice (Majmundar in sod., 2010). Dejavnost HIF1 dimera je 
določena s stabilnostjo HIF1A podenote. 
3 STRUKTURA TRANSKRIPCIJSKEGA DEJAVNIKA HIF1A IN ARNT  
3.1 PROTEINSKA STRUKTURA 
3.1.1 HIF1A 
Transkripcijski dejavnik HIF1A je relativno velik protein, sestavljen iz 826 dolgega 
aminokislinskega zaporedja in z maso 120 kD (Prabhakar in Semenza, 2012). S tem se 
navezujemo na HIF1A‒202 transkript, ki je najpogosteje preučevan (Prabhakar in Semenza, 
2012). Pojavlja se tako v citoplazmi kot v jedru, kar je odvisno od koncentracije kisika ter 
drugih dejavnikov, ki vplivajo na njegovo stabilizacijo.  
 
HIF1A je član proteinske superdružine osnovne heliks‒zanka‒heliks (bHLH) in Per‒Arnt‒Sim 
domene (PAS) (Wang in sod., 1995). Sestavljen je iz različnih domen. Domeno bHLH in 
domeni PAS A in PAS B smo zasledili že v imenu superdružine. Vsebuje pa tudi N in C 
terminalno transaktivacijsko domeno (NTAD, CTAD) in od kisika odvisno degradacijsko 
domeno (ODDD). Domena bHLH omogoča vezavo transkripcijskega dejavnika na verigo DNA 
(Jiang in sod., 1996). Domeni PAS sodelujeta pri medproteinskih interakcijah ter dimerizaciji 
podenot HIF1A in ARNT (Jiang in sod., 1996). Domena ODD omogoča odzivanje na različne 
koncentracije kisika in spreminja stabilnost HIF1A proteina ter s tem narekuje njegovo 
razgradnjo (Huang in sod., 1998). Domeni TAD pa sta odgovorni za aktivacijo tarčnih genov. 
Na domeni TAD se vežejo koaktivatorji HIF1A, kot sta CREB vezavni protein (CBP) in E1A 
vezavni protein (EP300), ki sta odgovorna za HIF1 transkripcijsko aktivacijo (Prabhakar in 
Semenza, 2012). Zaradi domen TAD, je podenota HIF1A ključna za direktno vezavo 
heteromera HIF1 na tarčne gene.  
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Slika 2: Prepisovalni dejavnik HIF1A z označenimi domenami (Ravenna in sod., 2016) 
3.1.2 ARNT 
Protein ARNT je prav tako velik, obsega zaporedje 789 aminokislin (Prabhakar in Semenza, 
2012) in ima maso med 91 in 94 kD (G. L. Wang in sod., 1995). Tako kot HIF1A vsebuje 
domeno bHLH in obe domeni PAS. Imata enako vlogo kot pri HIF1A, torej vlogo vezave na 
DNA in dimerizacije. Vsebuje tudi domeno CTAD, a ta za razliko od CTAD HIF1A, ta ne 
vpliva na transkripcijsko aktivacijo tarčnih genov. Ker ARNT ne vsebuje ODDD, ni podvržen 
spreminjanju koncentracije v odvisnosti od količine kisika in je zato konstantno izražen znotraj 
celičnega jedra (Wang in sod., 1995; Déry in sod., 2005; Sun in sod., 2013).  
 
Slika 3: Prepisovalni dejavnik ARNT z označenimi domenami (Ravenna in sod., 2016) 
3.2 GENSKI ZAPIS  
3.2.1 HIF1A 
Gen HIF1A je pri človeku lociran na 14. kromosomu, bolj natančno na 14q23.2. Prepisuje se na 
vodilni verigi DNA in je sestavljen iz 15 eksonov in 14 intronov (Iyer in sod., 1998). Na 
njegovo izražanje dokazano vpliva kar 48 različnih regulatornih elementov (GeneCards, 
2018b).  
 
V jedru se HIF1A stalno prepisuje ob pomoči CBP in EP300 (Lando in sod., 2002). 
Koncentracija kisika ter drugi regulatorni elementi pa lahko pospešijo, upočasnijo, ali 
zaustavijo prepis. Prepisuje se v 3.6 kb mRNA z najvišjimi koncentracijami v kostnem mozgu, 
žolčniku in slepiču (The Human Protein Atlas, 2018). Veriga mRNA HIF1A se nato prenese v 
citoplazmo, kjer poteka prevajanje. Novonastali protein se pri pogojih pomanjkanja kisika 
stabilizira, pri njegovi zadostni koncentraciji pa nemudoma razgradi.  
 
 
Slika 4: Lokacija gena HIF1A na kromosomu 14 pri človeku (GeneCards, 2018b) 
Večina človeških genov je alternativno izrezanih. Tako nastanejo izoforme RNA, ki se 
prepišejo v peptidne verige s spremenjeno dolžino in aminokislinsko sestavo, kar vpliva na 
Transaktivacija 
Vezava 
na DNA Dimerizacija O2 stabilnost 
Medproteinske interakcije 
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njihove biološke lastnosti (Hoffman in sod., 1991). Alternativno izrezovanje omogoča 12 
različic zrelih transkriptov mRNA. Od tega pa je le pet transkriptov prevedenih v proteinska 
zaporedja. To so: HIF1A‒201, HIF1A‒202, HIF1A‒203, HIF1A‒204 in HIF1A‒212.  
 
Transkripti se razlikujejo po številu baznih parov mRNA in v številu aminokislinskih ostankov. 
Najdaljše število baznih parov vsebuje transkript HIF1A‒204, najkrajše pa HIF1A‒212. 
Transkript HIF1A‒202 je najpogosteje preučevan in tudi eden izmed prvih odkritih. Sestavljen 
je iz 15 eksonov in 14 intronov. Skoraj vsi transkripti so sestavljeni iz 15 eksonov, z izjemo 
HIF1A‒201, ki nima zapisa za 14 ekson. Kot izjemo lahko obravnavamo tudi HIF1A‒212, ki 
sicer vsebuje zapis za vseh 15 eksonov, vendar je eden nekodirajoč (Ensembl genome browser 
92, 2018b).  
 
Preglednica 1: Protein kodirajoči transkripti HIF1A nastali z alternativnim izrezom (Ensembl genome 
browser 92, 2018b) 
Transkript Število baznih 
parov mRNA (bp) 
Število aminokislinskih 
ostankov 
Število eksonov Število kodirajočih 
eksonov 
HIF1A‒201 3555 735 14 14 
HIF1A‒202 3919 826 15 15 
HIF1A‒203 3922 827 15 15 
HIF1A‒204 3956 850 15 15 
HIF1A‒212 3468 767 15 14 
3.2.2 ARNT 
Gen ARNT je lociran na zaostajajoči verigi prvega kromosoma na lokaciji 1q21. Tako kot 
HIF1A tudi ARNT vsebuje 12 različnih izoform mRNA, od tega se štiri prepisujejo v protein 
kodirajoča zaporedja.  
 
Protein kodirajoča zaporedja so različnih dolžin, od 2427 bp pa do 4887 bp, in se prevajajo v 
peptidna zaporedja, sestavljena iz 774‒789 aminokislinskih ostankov. Najdaljše 
proteinkodirajoče zaporedje vsebuje transkript ARNT‒202, najkrajše pa transkript ARNT‒208. 
Število njihovih eksonov varira od 21 do 23. Transkripta ARNT‒202 in ARNT‒201 vsebujeta 22 
kodirajočih eksonov, ARNT‒212 in ARNT‒208 pa 21 (Ensembl genome browser 92, 2018a).  
 
Preglednica 2: Protein kodirajoči transkripti ARNT, nastali z alternativnim izrezom (Ensembl genome 
browser 92, 2018a) 
Transkript Število baznih 




Število eksonov Število kodirajočih 
eksonov 
ARNT‒202 4887 789 22 22 
ARNT‒201 3538 787 22 22 
ARNT‒212 2892 775 23 21 
ARNT‒208 2427 774 21 21 
 
 
Slika 5: Lokacija gena HIF1B na kromosomu 1 pri človeku (GeneCards, 2018a) 
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4 PARALOGI HIF1A  
Gen HIF1A ima dokazana dva paraloga, ki se od HIF1A razlikujeta in sta nastala ob njegovi 
podvojitvi na drugih mestih v genomu. To sta gena endotelijske domene PAS proteina 1 
(EPAS1) (Tian in sod., 1997) in s hipoksijo inducibilnega dejavnika 3 podenota alfa (HIF3A) 
(Gu in sod., 1998), ki tvorita istoimenske proteinske izoforme. Oba dimerizirata z ARNT.  
  
Vloga EPAS1 je podobna vlogi HIF1A. Deluje kot prevajalni dejavnik in njegova glavna 
funkcija je ohranjanje kisikove homeostaze. Ima mnogo bolj omejen profil ekspresije kot 
HIF1A. Med drugim se izraža znotraj krvnih žil in v pljučih (Wiesener in sod., 1998). Značilen 
je samo za vretenčarje in ne za vse živali kot HIF1A (Tian in sod., 1997).  
 
Funkcija in uravnavanje HIF3A še nista popolnoma znana. Do zdaj vemo, da je HIF3A 
evolucijsko bolj oddaljen kot EPAS1. Ima več alternativnih izrezov, večina pa jih opravlja 
vlogo HIF1A in EPAS1 antagonistov. Z vezavo na podenoti ARNT ali arilu podoben 
ogljikovodikov receptor in jedrski prenosnik (ARNTL) prepreči dimerizacijo s HIF1A in 
EPAS1 ter tako prepreči tvorbo proteinskih kompleksov HIF1 in s hipoksijo inducibilnega 
dejavnika 2 (HIF2). Poleg vloge antagonista prej omenjenim proteinom pa HIF3A opravlja 
funkcijo negativnega regulatorja še številnim drugim peptidom. (Kaelin in Ratcliffe, 2008; 
Maynard in sod., 2005; Wiesener in sod., 2003) 
 
Tako kot HIF1A paraloga pa obstajata tudi dva paraloga verige ARNT, ki smo ju že prej 
omenili, to sta ARNT2 in ARNTL. Vsi skupaj spadajo v družino hipoksično inducibilnih 
dejavnikov (GENE, 2018a, 2018b).  
5 POT HIF1A 
Heterodimer HIF1 je eden glavnih regulatorjev kisikove homeostaze. Reguliran je z ravnijo 
koncentracije kisika ter kot transkripcijski faktor vpliva na izražanje številnih genov, ki celice 
prilagodijo na trenutne razmere. Sodeluje pri angiogenezi, regulaciji prevzema glukoze, 
preklapljanju celičnega metabolizma iz aerobnega v anaerobni, uravnava porabo 
mitohondrijskega O2 in po potrebi ustavi Krebsov cikel in elektronsko transportno verigo 
(Semenza, 2000; Carmeliet in sod., 1998). 
 
Transkripcijska dejavnost, stabilnost in subcelična lokalizacija proteina HIF1A je najpogosteje 
odvisna od koncentracije kisika, nanj pa lahko vplivajo tudi drugi kisik neodvisni simulatorji, 
kot so dušikov oksid, reaktivne kisikove spojine, rastni dejavniki in citokini (Ke in Costa, 
2006). V diplomskem delu se bomo omejili samo na kisik.  
 
Poznamo dva termina, ki opisujeta koncentracijo kisika znotraj celic: normoksija in hipoksija. 
Normoksija je stanje, ko je koncentracija kisika (O2) v celici optimalna. Zato regulacija 
metaboličnih poti in porabe O2 ni potrebna. Hipoksija pa opisuje notranje stanje celice, kjer 
prihaja do pomanjkanja zadostne koncentracije O2.  
 
Primerna koncentracija O2 se med tkivi in celicami razlikuje, zato pojem ni točno definiran. 
Okvirno lahko rečemo, da je za normoksijo značilna znotrajcelična koncentracija O2 med 1 % 
in 12 %. Hipoksija pa naj bi bila značilna za celice, ki so v mikrookolju z manj kot 1 % 
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koncentracijo O2. Seveda je pred začetkom raziskav treba definirati optimalno stanje O2 znotraj 
preučevanega tkiva ali celic in tako zagotoviti pravilne koncentracije za dosego želenega stanja.  
5.1 NORMOKSIJA 
Pri zadostni koncentraciji kisika znotraj celice poteka razgradnja konstantno izražene HIF1A 
verige. Pri normoksičnih pogojih lahko to poteka na dva načina. Bolj pogost in temu primerno 
bolj poznan način razgradnje je s hidroksilacijo prolinskih ostankov, ki so znotraj ODDD. 
Novejše odkriti in zato manj poznani način degradacije verige HIF1A pa poteka na CTAD, kjer 
pride do hidroksilacije asparaginskega ostanka (Prabhakar in Semenza, 2012).  
5.1.1 Hidroksilacija prolila  
Razgradnja konstantno izražene verige HIF1A poteka na domeni ODD. Domena vsebuje dva 
prolinska ostanka, na mestu 402 in 564, ki se hidroksilirata (Chan in sod., 2005; Maxwell in 
sod., 1999). To omogoči vezavo tumor zaviralnega supresorja von Hippel‒Lindau (VHL) na 
verigo HIF1A, ki sodeluje pri njeni ubikvitinaciji. Kompleks označen z ubikvitini potuje proti 
proteasomu, kjer se razgradi.  
 
Prvi se hidroksilira prolinski ostanek Pro564 ob pomoči encimov prolinske hidroksilaze: 
hipoksično inducibilnega dejavnika 1 družine Egl‒9 (EGLN1), hipoksično inducibilnega 
dejavnika 2 družine Egl‒9 (EGLN2) in hipoksično inducibilnega dejavnika 3 družine Egl‒9 
(EGLN3) (Appelhoff in sod., 2004). Te vsebujejo v svojem katalitičnem središču železo, ki ob 
prisotnosti kisika in ‒ketoglutarata reducira in omogoča hidroksilacijo. Enačba reakcije je 
naslednja (Prabhakar in Semenza, 2012):  
 
EGLN1‒Fe(II) + HIF1A‒Pro564 + O2 + ‒ketoglutarat  EGLN1‒Fe(III) + 
HIF1A‒HidroksiPro564 + CO2 + sukcinat                  … (1) 
 
Hidroksilirani prolin 564 omogoča vezavo VHL, ki novači E3‒ubikvitin protein ligaze. Te so 
zmožne sodelovati z E1‒ubikvitin‒aktivirajočimi encimi in E2‒ubikvitin‒konjugiranimi 
encimi, ki vodijo ubikvinacijo HIF1A (Maxwell in sod., 1999; Kamura in sod., 2000). Tako se 
ubikvitini vežejo na HIF1A‒VHL kompleks, ki se nato transportira do 26S proteasoma, kjer 
sledi njegova razgradnja (Luo in Wang, 2018). 
5.1.2 Hidroksilacija asparaginila 
HIF1AN ali hipoksično inducibilni zaviralec dejavnika 1 podenota alfa je asparaginil 
hidroksilaza. Deluje tako, da se veže na aminokislinsko zaporedje HIF1A med 757 in 826 
aminokislinskim ostankom. S pomočjo katalitičnega središča povzroči hidroksilacijo 
asparginila 803, lociranega v CTAD. S tem je onemogočena vezava koaktivatorjev EP300 in 
CBP na HIF1A, ki se posledično ne more stabilizirati (Lando in sod., 2002).  
  
HIF1AN‒Fe(II) + HIF1A‒Asn803 + O2 + ‒ketoglutarat  HIF1AN‒Fe(III) + 
HIF1A‒HidroksiAsn803 + CO2 + sukcinat       ...(2)  
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Tako kot prolil hidroksilaze tudi HIF1AN vsebuje katalitično središče s Fe (II). Kot substrat 
uporablja O2 in ‒ketoglutarat, ki ga prevede v sukcinat, produkt Krebsovega cikla (McNeill in 
sod., 2002). HIF1AN prav tako interagira z VHL in mu pri normoksičnih pogojih olajša 
stabilizacijo (Mahon in sod., 2001). 
5.2 HIPOKSIJA  
Stanje pomanjkanja znotrajceličnega kisika je opredeljeno kot hipoksija. Kisik v celici 
predstavlja nujno potrebni substrat. Med drugim brez njega hidroksilaze niso sposobne 
hidroksilirati svojih tarčnih aminokislinskih ostankov, prolila in asparaginila, VHL se ne more 
vezati na verigo HIF1A in je ne ubikvitinira. HIF1A postane stabilen in potuje do jedra. Tu se 
poveže z ARNT in skupaj delujeta v dimernem kompleksu HIF1. Vežeta se na zaporedje 
5'‒[AG]CGTG‒3', mesto elementov odzivnih na hipoksijo (HRE). Pred začetkom transkripcije 
se mora kompleks povezati še s koaktivatorji, kot sta EP300 in CBP. To omogoča vezavo 
transkripcijskega kompleksa na osnovne transkripcijske instrumente, ki omogočijo 
transkripcijsko aktivacijo. Odvisno od ciljnega gena pa je, ali bo prepisovalni dejavnik nanj 
deloval zaviralno ali spodbujevalno (Ke in Costa, 2006). 
6 TARGETOM HIF1A 
Pri poimenovanju targetom smo izhajali iz novih trendov "‒omik". Beseda targetom se pogosto 
pojavlja v strokovni in znanstveni literaturi, vendar še ni uradno definirana. Njena interpretacija 
je zato še deloma subjektivna. (Mahon in sod., 2001) so v raziskavi targetom interpretirali kot 
sklop potrjenih in predvidenih tarč. V diplomskem delu s terminom targetom obravnavamo 
sistematično študijo tarč prepisovalnega dejavnika. Tarče so lahko tarčni geni, različne 
molekule RNA, proteini ipd. Ker je pojem targetom obsežen, ga je v besedilu treba zamejiti in 
definirati preučevani segment targetoma. V diplomski nalogi smo se omejili na 
eksperimentalno dokazane povezave prepisovalnega dejavnika HIF1A z njegovimi 
neposrednimi tarčnimi geni. 
 
Število tarčnih genov transkripcijskega dejavnika HIF1A je zelo veliko. V eni izmed 
obsežnejših podatkovnih zbirk Target Explorer Search‒Ingenuity Systems (2018) so povzeli, 
kar 511 eksperimentalno dokazanih tarčnih genov pri človeku. V diplomskem delu smo 
količino preučevanih genov zamejili in se osredotočili na preglednico zbranih tarčnih genov, ki 
je bila objavljena v članku Slemc in Kunej (2016). Nadalje smo tarčne gene analizirali, jih 
klasificirali glede na sodelovanje v različnih bioloških poteh in vse humane celične linije 
razvrstili v novo tabelo, z namenom olajšanja pregleda literature in pridobivanja ključnih 
podatkov.  
6.1 PREGLEDNICA TARČNIH GENOV HIF1A 
V raziskavi Slemc in Kunej (2016) je bilo zbranih 98 direktnih tarč transkripcijskega dejavnika 
HIF1A. Iz preglednice smo zbrali tarčne gene transkripcijskega dejavnika HIF1A, ki so bili 
dokazani v človeških celicah, in ostali s 77 geni. Uredili smo jih v novo preglednico, ki si jo 
lahko ogledate v Prilogi A. Obdržali smo podatke o uradnem simbolu tarčnega gena, Entrez ID 
gena, determiniranih eksperimentalnih metodah, celičnih linijah z dokazano direktno 
regulacijo, vpliv transkripcijskega dejavnika na tarčni gen, število predvidenih in 
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eksperimentalno potrjenih lokacij HRE, lokacijo HRE mesta, ime avtorja raziskovalnega članka 
in njegovo PMID referenco.  
6.2 IDENTIFIKACIJA CELIČNIH LINIJ 
Na podlagi zapisa celičnih linij v preglednici Slemc in Kunej (2016) in iz pregleda literature 
smo v novi preglednici Priloge B zbrali vse celične linije, kjer so bile dokazane neposredne 
povezave in jih podrobneje opisali. Kot vir podatkov smo uporabili zbirko ExPASy Cellosaurus 
(2018), znanstveno podatkovno zbirko programskih orodji Švicarskega inštituta za 
bioinformatiko, ki je prosto dostopen katalog vseh poznanih celičnih linij.  
 
V Preglednici B smo navedli uradno ime celične linije, biološki vir, iz katerega je bila linija 
izolirana, in bolezen, s katero je povezana. Dodatno smo označili rakave celične linije in dodali 
sinonime, ki so jih v izvornih člankih uporabili za opredeljevanje celičnih linij. Naš namen je 
bil olajšati iskanje ključnih podatkov prihodnjim raziskovalcem.  
 
Pridobili smo 83 celičnih linij, v katerih so bile dokazane direktne povezave transkripcijskega 
dejavnika HIF1A s tarčnimi geni. Od tega je bilo kar 66 linij rakavih. Biološka vira največjega 
števila zbranih celičnih linij sta bila debelo črevo in ledvice. Pri prvem je bilo vseh 11 celičnih 
linij rakavih, pri drugem pa osem. 
 
Med raziskavami celičnih linij smo prišli do naslednjih zaključkov. Avtorji člankov pogosto ne 
uporabljajo uradnih imen celičnih linij, ampak komercialna imena ali sinonime. Pogosto prihaja 
tudi do napak pri uporabi pravilnih velikih začetnic, pomišljajev in presledkov. Identifikacija 
celičnih linij in njihovega biološkega izvora je zato otežena. Najbolj problematična je uporaba 
okrajšav, neuradnih sinonimov, kot primer celične linije karcinoma sečnega mehurja (Ej138), 
kjer so jo v izvornem članku (Sowter in sod., 2001) skrajšali na EJ. Tako se je pomen 
spremenil iz celične linije raka na mehurju v celično linijo endometrijskega adenokarcinoma. 
Izziv predstavljajo tudi celične linije, kjer imata dve liniji iz različnih tkiv enako ime. V 
pobudah je zato posebej navedeno, naj se izvor tkiv dodaja k imenu v oglatem oklepaju, a žal 
še vedno prihaja do nepravilnosti. Kot primer lahko navedem celično linijo PCI‒10 (Akakura in 
sod., 2001), kjer gre hkrati za celično linijo raka trebušne slinavke in celično linijo raka na 
jeziku.   
 
Neustrezno navajanje celičnih linij preprečuje ponovljivost raziskav in pravilno interpretiranje 
rezultatov. Kot dodatek za prihodnjo nadgradnjo preglednice predlagamo, da raziskovalci 
dodajo podatek o starosti osebe ob biopsiji celične linije. Razlog za to je različno izražanje 
genov v različnih življenjskih obdobjih. Ker sami tega podatka za svoje trenutne namene nismo 
potrebovali, ga nismo navedli. Podatek bi raziskovalcem močno olajšal pregled literature 
dokazanih tarčnih genov v povezavi s časovno komponento spreminjanja epigenoma. Prav tako 
predlagamo, da prej omenjena jasna razvrstitev podatkov v obliki preglednice postane 
zahtevani standard, ki ga raziskovalci priložijo k strokovnim oz. znanstvenim revijam pred 
objavo samega članka. Revije pa imajo nato dolžnost podatke posredovati obstoječim 
mednarodnim podatkovnim zbirkam in v sam članek navesti ime in povezavo do baze, kjer 
lahko bralci dostopajo do zbranih podatkov.   
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6.3 FUNKCIONALNA ANALIZA BIOLOŠKIH POTI TARČNIH GENOV 
Funkcionalno analizo genov smo izvedli s pomočjo bioinformacijskega orodja DAVID 6.8 
(2018) in njegovega orodja "Functional Annotation Clustering", na štirih različnih bazah 
podatkov (BBID, BioCarta Pathway, KEGG PATHWAY Database, Reactome Pathway 
Database). Od vseh vnesenih genov je bilo 49 genov povezanih z obstoječimi 52 biološkimi 
potmi. Glede na podobnost bioloških poti smo jih s pomočjo "clusteringa" razdelili v dve 
skupini, v tretjo pa smo vnesli vse med sabo nepovezane poti. V prvi skupini smo 12 bioloških 
poti, v katerih sodeluje 13 preučevanih genov, povezali z metabolizmom. Drugo skupino, ki 
vsebuje 18 poti, povezanih s 14 različnimi geni, smo povezali z delovanjem v zunajceličnem 
matriksu in ostali z 22 nepovezanimi biološkimi potmi, znotraj katerih deluje 39 genov. Te smo 
vnesli v skupino 3. Seštevek genov vključenih v različnih skupinah je višji od 49, saj se 17 
genov med skupinami ponovi. Vse poti, znotraj katerih delujejo preučevani tarčni geni HIF1A, 
si lahko ogledate v Prilogi C.  
 
7 RAK DEBELEGA ČREVESJA IN DANKE 
Ker HIF1A deluje na številne biološke poti in nam vseh ne uspe podrobno razložiti, smo se 
osredotočili humane direktne tarčne gene HIF1A dokazane v celičnih linijah raka na debelem 
črevesju in danki. Razlog za to je pogosta uporaba slednjih linij kot raziskovalnih modelov.  
 
Rak debelega črevesja in danke ali kolorektalni rak (CRC) je eden glavnih razlogov umrljivosti 
in obolevnosti na svetu (Favoriti in sod., 2016). V Sloveniji CRC spada na 3. mesto 
najpogostejših rakov pri obeh spolih (Rak v Sloveniji, 2014). Na pojavnost CRC vplivajo 
starost, genetska nagnjenost, prehranjevalne navade, uživanje alkohola in kajenje. Zaradi 
poznega odkrivanja kolorektalnega raka je umrljivost za tem rakom še vedno visoka, 
zdravljenje pa je za bolnike naporno in manj uspešno.  
 
Splošno znano je, da naj bi dejavnik HIF1A pomagal rakavim obolenjem in tumorjem obstati in 
tako "potihoma ubijal" organizem. Vendar se pojavlja vprašanje, ali je res tako. Ob 
osredotočenju naše raziskane na tarčne gene transkripcijskega dejavnika HIF1A, dokazane v 
celicah kolorektalnega raka, smo prišli do nasprotujočih dejstev. Analiza šestih preučevanih 
genov je pokazala, da pet genov rakavim celicam pomaga preživeti, medtem ko enemu izmed 
genov predpisujejo antitumorski učinek. Za ustrezno opredeljevanje transkripcijskega 
dejavnika kot spodbujevalca ali zaviralca neke bolezni je potrebna obširnejša raziskava 
dokazanih tarčnih genov. Prav tako pa je potrebna obsežnejša določitev, v katerih primerih 
znotraj tkiv in celic HIF1A prevzame protumorsko vlogo in v katerih antitumorsko.  
 7.1 TARČNI GENI HIF1A DOKAZANI V CELIČNIH LINIJAH RAKA DEBELEGA 
ČREVESJA IN DANKE 
V naši zbirki je bilo v trinajstih celičnih linijah CRC, dokazanih šest različnih direktnih tarčnih 
genov. To so geni; ATP vezane kasete poddružine B član 1 (ABCB1), adrenomedulin (ADM), 
ankirin ponovitve domene 37 (ANKRD37), BCL2 interakcijski protein 3 (BNIP3), 
karbamoil‒fosfat sintetaza 2, aspartat transkarbamilaza in dihidroorotaza (CAD) in citokrom c 
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oksidazne podenote 4I2 (COX4I2). Geni so bili dokazani tudi v drugih celičnih linijah, ki si jih 
lahko pogledate v Prilogi A, kjer najdete tudi navedbo vseh uporabljenih metod.  
7.1.1 ABCB1  
Gen ABCB1 je član super‒družine ABC oz. transporterjev ATP‒vezanih kaset in povezan z 
multiplo rezistenco. Kodira protein za ATP‒odvisno črpalko, ki prenaša ksenobiotike. Tako 
zmanjšuje akumulacijo zdravil in sodeluje pri razvoju odpornosti na antikancerogena zdravila. 
Omogoča pospešeno širitev tumorjev v bezgavke in metastaziranje (Kaye, 1998).  
  
Kot navajajo znanstveni viri, so vzroki za kemorezistenco lahko različni. Prvi vzrok je 
onemogočena zadostna difuzija kemoterapevtika do tarčnega tkiva. Tu gre za preveliko 
razdaljo vnosa zdravila od tarčnega mesta, zaradi česar je njegovo delovanje omejeno. Drugi 
vzrok je dejstvo, da se v splošnem celice, ki so izpostavljene hipoksiji, počasneje delijo. V tem 
primeru terapevtiki, katerih tarča so hitro deleče se celice, ne zaležejo (Brown, 2000). Tretji 
vzrok, na katerega nakazujejo sodobne raziskave na kultiviranih celičnih monoslojih in 
večceličnih sferoidih, pa je vpliv hipoksičnega okolja na ekspresijo membranskih 
ksenobiotičnih transporterjev, kot je ABCB1 (Wartenberg in sod., 2001). Ti z aktivnim 
prenašanjem ksenobiotikov preprečujejo akumulacijo zdravil in zmanjšujejo njihov učinek.  
 
Pri raziskavi so Comerford in sod. (2002) potrdili neposredno vezavo HIF1A na promotorsko 
mesto ABCB1. Ugotovili so, da vezava transkripcijskega dejavnika na gen deluje 
spodbujevalno, zato je njegova ekspresija povečana. Dimer HIF1 se preko podenote HIF1A 
veže na klasično mesto med -49 in -45 bp navzgor po verigi gena ABCB1. Pomožna sekvenca, 
5′‒CACAG‒3′, pa je locirana v 3´ smeri klasičnega mesta in jo najdemo med nukleotidi -37 in 
-33. ABCB1 ima poleg mesta HRE še številna druga vezavna mesta, na katera se lahko vežejo 
drugi dejavniki. Pretekle študije nakazujejo, da ga lahko pozitivno aktivirajo številni drugi 
transkripcijski dejavniki. Raziskava kaže, da HIF1A sodeluje pri izražanju ABCB1 in se 
najpogosteje izraža v čvrstih tkivih, kot so sarkomi, karcinomi in limfomi (Goldstein, 1996).  
 
Znanje o pozitivni regulaciji gena ABCB1 lahko tako uporabimo pri bolnikih, katerih tumorji so 
razvili kemorezistenco, in pri bolnikih s tumorji, ki izražajo opisani gen. Kot pomožno terapijo 
uporabimo terapevtike, ki tarčno delujejo na podenoto HIF1A in preprečujejo njeno 
stabilizacijo, ali terapevtike, ki delujejo na vezavo HIF1A in ABCB1. Na takšen način 
onemogočimo kemorezistenco, zaradi česar je standardna kemoterapija uspešnejša. Vseeno pa 
moramo biti pri uravnavanju gena ABCB1 pazljivi, saj je izražen tudi v številnih normalnih, 
netumorigenih tkivih in opravlja različne nujno potrebne fiziološke naloge (Schinkel, 1997).  
7.1.2 ADM  
Gen ADM se prepisuje v biološko aktiven peptid in multifuncionalen peptid adrenomedulin 
(AM). Je mitogen, kar pomeni, da spodbuja celico k celični delitvi, sodeluje pri vazodilataciji 
in antimikrobni ter antibakterijski odpornosti. Regulira izločanje hormonov, omogoča 
avtokrino‒perikrino proliferacijo, ki se vzpostavi znotraj hipoksičnih predelov tumorja in vodi 
v rast tumorja. Opravlja funkcijo angiogeneze in vazodilatacije (Montuenga in sod., 1997; 
Kitamura in sod., 1993), tvorba novih žil pa skrbi za prekrvavljenost tumorja in dotok zadostne 
količine hranil. Celico ščiti pred apoptozo in sodeluje pri povečanju malignosti celic (Kato in 
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sod., 1997). Kot prohormon najpogosteje deluje neposredno na celico, v kateri je izražen, do 
določene mere pa spodbuja proliferacijo celic v bližnji okolici.   
 
Garayoa in sod. (2000) so dokazali, da se izražanje gena ADM zaradi vezave transkripcijskega 
dejavnika HIF1 zviša. To sovpada z rezultati sorodnih poskusov (Wang in sod., 1995; Ogita in 
sod., 1997; Nakayama in sod., 1998; Cheung in Leung, 1997). Prav tako so potrdili posledično 
zvišanje proteinske ekspresije. V okolici gena ADM so z genomsko analizo odkrili 20 
potencialnih mest HRE, 16 na vodilni verigi DNA in 4 na zastajujoči. Z luciferaznim 
reporterskim testom so spremljali intenzivnost izražanja ADM v odvisnosti od količine mest 
HRE, ki so jih pripeli z ekspresijskimi vektorji. Prišli so do zaključka, da le eno ali dve mesti 
HRE poleg TATA‒vezavnega mesta nista bili dovolj za povišanje izražanja gena. Pri 4 in 8 
mestih HRE, dodanih na 5' koncu, prišlo do izrazitega zaznavanja signalov z luciferaznim 
testom. Kako posamezna mesta HRE vplivajo na transkripcijo, ni bilo raziskano.    
 
Zaradi vpletenosti AM v številnih poteh, ki potencialno vplivajo razvoj karcinogeneze, in 
pomanjkljivega znanja o molekularnih mehanizmih kontrole AM produkcije, se raziskovalne 
skupine, kot je skupina Garayoa in sod. (2000), osredotočajo na določevanje biomolekularnega 
procesa vezave HIF1A na ADM. Želijo razumeti mehanizem karcinogeneze. Z znanjem pa 
odkriti nova tarčna zdravila, ki vplivajo na vezavo ali izražanje HIF1A podenote in tako 
preprečiti karcinogenezo, povzročeno preko poti HIF1/ADM.  
7.1.3 ANKRD37   
Vloga gena ANKRD37 še ni dobro poznana, saj je bil odkrit šele pred kratkim. Ker vsebuje štiri 
ankirin ponovitve, mu pripisujejo sodelovanje pri medproteinskih interakcijah in regulaciji 
ključnih transkripcijskih dejavnikov, kot sta jedrni faktor kapa B podenota 1 (NFKB1) in tumor 
protein p53 (TP53) (Li in Verma, 2002; Dreyfus in sod., 2005; Cockman in sod., 2006). Oba 
sta preko svojih tarčnih genov povezana s številnimi biološkimi nalogami v organizmu. 
NFKB1 med drugim sodeluje pri razvoju imunskih celic in pri celični rasti (GENE, 2018c). 
TP53 pa je povezan z ustavitvijo celičnega cikla, apoptozo, staranjem, popravljanjem DNA in s 
spremembami v metabolizmu (GENE, 2018d). 
 
Nov tarčni gen in protein ANKRD37 so odkrili Benita in sod. (2009). Predstavili so nove 
smernice preučevanja neposrednih tarč prepisovalnih dejavnikov. Odkrivanje do zdaj še 
neznanega gena pa je bil le dodaten dokaz, da metoda deluje. Opisali so metodo integrativnega 
genomskega pristopa, kjer so združili računalniške strategije s poskusnim potrjevanjem. 
Ekspresijske profile celic so vnesli v baze podatkov in na proksimalnih promotorjih genov s 
pomočjo bioinformacijskih orodji poiskali zapise za vezavna mesta HRE.  
 
Benita in sod. (2009) so dokazali, da HIF1A neposredno vpliva na ekspresijo gena ANKRD37 
in nanj deluje spodbujevalno. Med detektiranimi celičnimi linijami je bil ANKRD37 
najmočneje izražen pri celičnih linijah raka debelega črevesja. Zaradi raznolikih celičnih 
odgovorov med različnimi celičnimi linijami pa so nakazali na specifičnost genskega izražanja, 
kar potrjujejo tudi raziskave na drugih genih (Chi in sod., 2006; Denko in sod., 2003).  
 
Benita in sodelavci (2009) so odkrili tudi potencialna štiri mesta HRE HIF1A. Tri od teh so bila 
na vodilni verigi DNA v smeri 5´ in so na položajih med -211 in -306 bp, -228 in -223 bp in -
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142 in -137 bp. Eno izmed promotorskih mest pa je bilo locirano v smeri 3´ gena ANKRD37, 
kjer se je HIF1A vezal med +12 in +17 bp. Eksperimentalno so potrdili le eno vezavno mesto. 
To je mesto HRE, ki se nahaja med –228 in –223 bp.  
7.1.4 BNIP3  
Gen BNIP3 se prevaja v istoimenski protein BNIP3 ali BCL2 interakcijski protein 3. Zapisuje 
mitohondrijski protein, ki ima vlogo proapoptotičnega dejavnika. Usidra se v zunanjo 
membrano mitohondrija, interagira s ciljnimi antiapoptotičnimi proteini in povzroči izgubo 
membranskega potenciala. To povzroči nekrotično celično smrt, povzročeno zaradi 
znotrajceličnega pomanjkanja kisika (Bruick, 2000), ki je rezultat promoviranja prepustnosti 
por v membrani mitohondrijev (Guo in sod., 2001).   
 
V raziskavi Sowter in sod. (2001) je bila eksperimentalno potrjena direktna regulacija tarčnega 
gena BNIP3. Rezultati analize genske ekspresije dokazujejo, da HIF1A spodbuja izražanje gena 
BNIP3. Gen je ob pogojih pomanjkanja kisika izražen v številnih tumorjih kot tudi v 
endotelijskih celicah in makrofagih, ni pa se izrazil v celični liniji limfomov in fibrosarkoma. 
Dejavnik BNIP3 se v tumorskih tkivih izraža relativno hitro. A izražanje dejavnika BNIP3 pri 
hipoksičnih pogojih v tumorjih ni vedno povišano (Sayah in sod., 1999; Harhaj in sod., 1999). 
Različna mikrookoljska hipoksija lahko privede do zavrtega izražanja, kot so to ugotovili v 
raziskavi (Sowter in sod., 2001). Z in situ hibridizacijo so prav tako primerjali človeške 
tumorske celične linije z normalnimi tkivi in prišli do zaključkov, da je BNIP3 visoko izražen 
znotraj perinekrotičnih območji tumorjev (Sowter in sod., 2001). To so območja znotraj 
tumorja, ki obdajajo nekrotične celice. V hipoksičnih tumorjih je najpogostejši vzrok smrti 
celic nekroza. Nekroza je za razliko od apoptoze neprogramirana celična smrt.  
 
Številne raziskave kažejo na to, da HIF1A aktivira poti, ki koristijo rasti tumorjem, kot so 
angiogeneza, glikoliza, vnos glukoze ipd. (Semenza, 2002, 2003). A rezultati omenjene 
raziskave kažejo na to, da lahko HIF1A inducira tudi poti, kot so HIF1A‒BNIP3 pot, ki imajo 
potencialni antitumorski učinek.  
7.1.5 CAD  
Gen CAD se prepisuje v istoimenski protein, ki sodeluje pri de novo pirimidinski biosintezi. 
Omogoča nujno potrebne prekurzorje za DNA sintezo in celično proliferacijo, ki so predpogoj, 
da celica vstopi v S fazo. Brez sinteze prekurzorjev ni nadaljevanja celičnega cikla in celični 
cikel se ustavi v G1/S fazi (Löffler, 1989; Löffler, 1985a, b). Znani terapiji zdravljenja rakavih 
celic, kemoterapija in radioterapija, delujeta na hitro deleče se celice. Če se te ne delijo, 
zdravljenje nima učinka. Zato je celica, ki vsebuje stabilen protein CAD, kemorezistentna in 
radiorezistentna (Carmeliet in sod., 1998; Löffler, 1989; Gardner in sod., 2001; Goda in sod., 
2003; Graeber in sod., 1996; Green in sod., 2001; Schmaltz in sod., 1998; Åmellem in sod., 
1998).  
 
Osredotočili smo se na raziskavo Chen in sod., (2005). V raziskavi so dokazali povezavo med 
ustavitvijo celičnega cika in pomanjkanjem kisika. Analizirali so mesta HRE v okoli gena CAD 
in dokazali direktno vezavo HIF1A na mesto -67 do -54 bp pred mestom transkripcijske 
iniciacije. Dokazali so tudi, da je dejavnost CAD promotorja zavrta pri akumulaciji divjega tipa 
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HIF1A in sproščena pri čezmerni ekspresiji dominantne in negativne HIF1A. Testiranje s 
kromatin imunoprecipitacijo pa je dodalo še dodatni dokaz, da se HIF1A veže na promotor 
CAD tudi in vivo. Ker je zapis za mesto HRE zelo kratek, dolg samo pet nukleotidov, so našli 
veliko možnih vezanih mest HIF1A. Z analizami so Chen in sod., (2005) ugotovili, da so le 
redki med njimi odgovorni za učinkovito uravnavanje izražanja genov, povzročenega zaradi 
pomanjkanja kisika. 
 
Poglobljeni mehanizem, ki je odgovoren za zaviranje ekspresije HIF1A/CAD, ni popolnoma 
pojasnjen. Nadaljnje preiskave so potrebne o naravi partnerjev HIF1A, vključenih v 
zmanjševanje ekspresije gena CAD, z namenom razkritja mehanizmov. To lahko prinese k 
dragocenim informacijam pri oblikovanju novih načinov zdravljenja bolezni, povezanih s 
hipoksijo. 
7.1.6 COX4I2  
Gen COX4I2 kodira mitohondrijsko citokrom c oksidazno podenoto IV izoformo 2 (COX42). 
Je del heteromerne citokrom c oksidaze, encima, ki se nahaja v notranji mitohondrijski 
membrani. Sodeluje pri končnem procesu mitohondrijskega dihanja, prenašanju elektronov iz 
citokroma c na kisik, sintezi molekul ATP in je nujen za uspešno združevanje citokrom c 
oksidazne podenote 1(COX1), podenote 2 (COX2) in podenote 3 (COX3). Največja jedrno 
zapisana podenota je citokrom c podenota 4, ki ima ključno vlogo regulacije celičnega dihanja 
in svojo aktivnost upočasni visokih razmerjih ATP/ADP (Napiwotzki in Kadenbach, 1998). 
 
Nastajanje toksičnih reaktivnih kisikovih spojin preko kompleksa I in III elektronske 
transportne verige vodi v stabilizacijo HIF1A (Bonnet in sod., 2006; Guzy in sod., 2005; 
Mansfield in sod., 2005; Brunelle in sod., 2005). V raziskavi so Fukuda in sod., (2007) 
dokazali, da prepisovalni dejavnik HIF1A vpliva na učinkovitost respiracije v hipoksičnih 
celicah, znotrajcelično kisikovo homeostazo in na prevajanje piruvata v acetil koencim A. S 
produktom svojega tarčnega gena, piruvat dehidrogenaza kinaza 1 (PDK1), fosfolizira piruvat 
dehidrogenazo in s tem zmanjša njeno aktivnost (Kim in sod., 2006; Papandreou in sod., 
2006)). Tako upočasni Krebsov cikel in tok preko dihalne verige. Vpliva tudi na zamenjavo 
izoforme podenote COX4. Omogoči razgraditev podenote COX4I1, ki jo nadomesti izoforma 
COX42. Izoformo COX4I1 razgradi mitohondrijski proteazni homolog Lon (LONP1), gen 
COX4I2 pa se prepiše v izoformo COX42. Tako LONP1 kot COX4I2 sta tarčna gena HIF1A. 
Preklop podenote COX4 zagotavlja mehanizem za povečanje učinkovitosti dihanja pri pogojih 
zmanjšane razpoložljivosti O2 (Fukuda in sod., 2007). 
 
V diplomskem delu smo se osredotočili na direktne povezave tarčnih genov in s tem na vezavo 
HIF1A na tarčni gen COX4I2. Z raziskavami na modelu miši, izpostavljenim pogojem 
pomanjkanja kisika so ugotovili, da je ekspresija PDK1 in preklapljanje izoform COX4 
podenote tkivno specifičen. To je skladno s preteklimi raziskavami, ki dokazujejo, da se celični 
odziv na hipoksijo razlikuje med posameznimi tipi celic (Kelly in sod., 2003). Prav tako so 
dokazali, da je COX4I2 ekspresija pozitivno uravnavana s strani prepisovalnega dejavnika 
HIF1. Eksperimentalno so potrdili tudi HRE mesto v proksimalnih promotorjih tega gena. 
Nahaja se med 620 in 632 bp po verigi navzdol.   
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Izjemne podobnosti pri regulaciji dejavnosti citokrom c oksidaze v celicah kvasovk in 
človeških celicah kažejo, da je izbor za O2 odvisno homeostatsko regulacijo mitohondrijskega 
dihanja star in si ga verjetno delijo vsi evkariontski organizmi (Fukuda in sod., 2007). 
8 SKLEPI 
S hipoksijo inducirani transkripcijski dejavnik HIF1 je dimer, sestavljen iz dveh podenot, 
HIF1A in ARNT. Prva je labilna in se v celici stabilizira šele pri zmanjšanih koncentracijah 
kisika, druga pa je stabilna in vedno prisotna v celičnem jedru. HIF1A vsebuje aktivni domeni 
CTAD in NTAD, ki ji omogočata aktivacijo tarčnih genov, medtem ko je domena CTAD 
proteina ARNT neaktivna. Podenota HIF1A se v sklopu prepisovalnega dejavnika HIF1 
neposredno veže na mesta HRE tarčnih genov.  
 
HIF1A je ena izmed ključnih komponent signalne verige pomanjkanja kisika, kar smo v 
diplomski nalogi dokazali z velikim številom genov (Preglednica A), na katere se neposredno 
veže in z njihovo umestitvijo v biološke poti (Preglednica B). Pri tem smo si pomagali z 
bioinformacijskem orodjem DAVID 6.8, s pomočjo katerega smo opravili funkcionalno 
anotacijo. Kopico pridobljenih bioloških poti smo razvrstili v tri večje skupine. V prvi skupini 
smo 12 poti, v katerih sodeluje 13 preučevanih genov, povezali z metabolizmom. V drugi 
skupini pa 18 poti in 14 različnih genov, z biološkimi potmi povezanimi z zunajceličnim 
matriksom. Med preostalimi biološkimi poti pa program ni našel povezave in smo jih zato 
umesili v tretjo, nepovezano skupino.  
 
Pri analizi celičnih linij, znotraj katerih so bile dokazane direktne vezave transkripcijskega 
dejavnika HIF1A, smo ugotovili, da mnogokrat pri prebiranju znanstvenih virov prihaja 
napačne interpretacije celičnih linij. Najbolj problematična je uporaba okrajšav in neuradnih 
sinonimov. Za natančno in bolj pregledno iskanje informacij zato priporočamo uporabo 
preglednic, saj lahko z njihovo pomočjo na hiter in pregleden način podamo veliko količino 
informacij. To pripomore k hitrejšemu pregledu literature in povzemanju raziskav. Celične 
linije, znotraj katerih so bile dokazane direktne vezave HIF1A na izbrane tarčne gene, smo s 
tem namenom uredili v preglednico, ki je v Prilogi B.  
 
Ob koncu smo izvedli tudi podrobnejšo analizo direktnih tarčnih genov, dokazanih v celičnih 
linijah kolorektalnega raka, tretjega najpogostejšega rakavega obolenja v Sloveniji. Tu smo se 
poleg funkcije tarčnih genov (ABCB1, ADM, ANKRD37, BNIP3, CAD in COX4I2) in mesta 
vezave HIF1A na šest preučevanih genov, dotaknili tudi mnogih aktualnih tem. Opozorili smo 
na pomembnost molekularnega raziskovanja signalnih poti in uporabe sledečega znanja za 
odkrivanje novih antikarcenogenih zdravil. Spoznali smo pomembnost kisika in njegov vpliv 
na učinkovitost znotrajceličnega dihanja in uravnavanje kisikove homeostaze preko gena 
COX4I2. Prav tako pa smo opisali raziskavo Benita in sod. (2009), kjer so z inovativno novo 
metodo odkrivanja tarčnih genov, odkrili do takrat še popolnoma neznan gen ANKRD37. Ena 
izmed ključnih spoznanj, pa je zagotovo bilo ovrženje splošnega prepričanja, da prepisovalni 
dejavnik HIF1A vedno prevzame prokancerogeno vlogo. Kot smo videli na primeru gena 
BNIP3, lahko HIF1A, v specifičnih celicah in pod določenimi pogoji, prevzame antitumorsko 
vlogo in vklopi prepis genov, ki povzročijo celično smrt rakavih celic.  
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PREGLEDNICA DIREKTNIH TARČNIH GENOV TRANSKRIPCIJSKEGA DEJAVNIKA HIF1A PRI ČLOVEKU (SLEMC IN 
KUNEJ, 2016) 
 Eksperimentalne metode 














































































































































































































































T84, Caco-2B Be, 
HMVEC-D, 
OKF6, BAE, KB 



















HRE1: - 1059/ 
-1055,                
HRE2: -194/-











   
 
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      
 
hPASMC, Cos-7 zvišano 3/1 
HRE1: -1239/ 
-1235,                  
HRE2: - 921/-






(59272)    
   
   
znižano 5/0 
HRE1: -
1541/-1537,                     
HRE2: -870/-
866,        
HRE3: 
+149/+153,                     
HRE4: 
















-1553,                          
HRE2: -
1493/-1286 ,                    
HRE3: -






































(226)     
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, HEK293 
zvišano / / 
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   
Hep 3B2.1-7 / 2/1 
HRE: -212/-





























(230)     
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, HEK293 
zvišano / / 









ES, Hep 3B2.1-7 zvišano / / 































































DLD-1, HCT 116, 
SW480, celice 





306,                      
HRE2: -228/-
223,                
HRE3: -142/-
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(301)    
   
 




zvišano 1/0 / 












β cells, človeški 
T2D otočki, Min6 











HRE: - 386/ -
381 





       
 
Hep-G2 zvišano 3/ 1 
HRE1-336/-
332,                   
HRE2 -323/-
319,                    
HRE3 -240/-
236 





       
 
PC-3 zvišano 2/1 
HRE1: -858/-
855,            
HRE2: -79/-
75 











































zvišano 2 /1 
HRE1: -305/-
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(664)    






3, MKN45, C32, 
LS174T, Ej138, 
DU145, U-937, 
THP-1, , HUVEC, 
RCC4, CHO 











Rat-1, Pam 212, 
ECV-304, 
HEK293,  Hep-G2 
zvišano 2/1 
HRE1:  -237/-
237,              
HRE2: -162/-
157 
Bruick, 2000 10922063 
BNIP3L 
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 IMR-32, HeLa, 
A293T 
znižano 1/1 HRE: -67/- 54 





















   
 
CCRCC,  RCC4, 






















































(1277)    
   
 
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(1278)    
   
 





(1280)    
   
 





(1281)     
  
 


















      
 
Hep 3B2.1-7 , 
HeLa , 
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    
  
Hep 3B2.1-7 zvišano 4/1 
HRE1: -800/-
792,                  
HRE2: -601/-
594,               
HRE3: -409/-
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   
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, 293 
zvišano / / 

















   
 
HeLa, 293, RCC4 zvišano 5/4 
HRE1: -509,                   
HRE2: -192,                          
HRE3: -67,                  





LRP1   












LRP1   




















(4514)      

  
Hep-G2 znižano / / 




(4535)      

  
Hep-G2 znižano / / 
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(5211)     
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, HEK293 
zvišano / / 




(5214)     
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, HEK293 
zvišano / / 






























































(5706)      

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Hep-G2 znižano / / 

































+313,           
HRE2: 
+330/+334,              
HRE3: 
+472/+476 




(5054)     
   

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(6513)     
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, HEK293 
zvišano / / 




(6513)     
 
   PCI-10 , PCI-35 





(6514)     
 
  
Hep-G2 znižano / / 




(6515)     
 
  
HT 1080, Hep-G2, 
HeLa, HEK293 
zvišano / / 







   
 











































Podčrtana mesta HRE so bila eksperimentalno dokazana znotraj podane raziskave. Nepodčrtana mesta HRE pa so le predvideli na 
podlagi njihovega zaporedja baz, a v omenjeni raziskavi ni uspelo dokazati vezave transkripciskega dejavnika HIF1A. 
Stradovnik K. Targetom s hipoksijo induciranega transkripcijskega dejavnika HIF1A pri človeku. 




PREGLEDNICA HUMANIH CELIČNIH LINIJ, V KATERIH SO BILE DOKAZANE DIREKTNE POVEZAVE HIF1A S 
TARČNIMI GENI 





Različice istega imena 
uporabljene v pregledanih 
člankih 
THP-1 Bele krvničke Otroška akutna monocitna levkemija Da   
U-937 Bele krvničke Odrasla akutna monocitna levkemija Da U937 
HL-60 Bele krvničke Akutna mieloična levkemija Da   
COLO 320DM Debelo črevo Adenokarcinom debelega črevesa Da colo320DM 
HCT 116 Debelo črevo Rak debelega črevesa Da Hct116, HCT116 
LoVo Debelo črevo Adenokarcinom debelega črevesa Da Lovo 
LS174T Debelo črevo Adenokarcinom debelega črevesa Da   
NCI-H630 Debelo črevo Kolorektalni rak debelega črevesja Da H630 
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SNU-C1 Debelo črevo Adenokarcinom debelega črevesa Da   
SW480 Debelo črevo Adenokarcinom debelega črevesa Da   
T84 Debelo črevo Adenokarcinom debelega črevesa Da   
C32 Debelo črevo  Adenokarcinom debelega črevesa Da C32COLON 
Caco-2B Be Debelo črevo  Adenokarcinom debelega črevesa Da C2BBe1 
DLD-1 Debelo črevo  Adenokarcinom debelega črevesa Da   
H2380 Dojke Adenokarcinom dojke Da   
MCF-7 Dojke Invazivni duktalni karcinom Da MCF7 
MDA-MB-231 Dojke Adenokarcinom dojke Da MDA231 
MDA-MB-468 Dojke Adenokarcinom dojke Da MDA468 
SK-BR-3 Dojke Adenokarcinom dojke Da SKBr 
T-47D Dojke Invazivni duktalni karcinom Da T47D 
ZR-75 Dojke Invazivni duktalni karcinom Da   
OCI-AML3 Hrustanec Akutna mieloična levkemija Da   
SW1353 Hrustanec Hondrosarkom Da HTB-94 
HCC9204 Jetra Karcinom jetrnih celic Da HCC-9204 
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Hep 3B2.1-7 Jetra Hepatocelularni karcinom Da Hep3B 
Hep-G2 Jetra Hepatoblastom Da HepG2 
SaOS-2 Kost Osteosarkom Da Saos-2 
U2OS Kost Osteosarkoma Da U2 O-S 
MDA-MB-435 Koža Amelanotični melanom Da   
MDA-MB-435S Koža Amelanotični melanom Da MDA-MB-435s 
Caki-1 Ledvice Svetlocelični karcinom ledvičnih celic Da   
CCRCC Ledvice Svetlocelični karcinom ledvičnih celic Da LoMeT-ccRcc 
KRL140 Ledvice Karcinom ledvičnih celic Da   
RCC4 Ledvice Karcinom ledvičnih celic Da   
SK-RC-28 Ledvice Karcinom ledvičnih celic Da SKRC28, SKRC 
UM-RC-2 Ledvice Karcinom ledvičnih celic  Da UMRC2 
RCC 
Ledvice, sveže pripravljeni 
vzorec Karcinom ledvičnih celic Da   
786-O Ledvice Adenokarcinom ledvičnih celic Da 786-0 
JAR Maternica Gestacijski horiokarcinom Da   
Chang celice Maternični vrat 
S papilomavirusom povezan endokervični 
adenokarcinom Da   
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HeLa Maternični vrat 
Endokervični adenokarcinom povezan s 
papilomavirusom Da   
KB Maternični vrat 
Endokervični adenokarcinom povezan s 
papilomavirusom Da   
SiHa Maternični vrat 
Papilomavirusni cervikalni skvamozni 
karcinom materničnega vratu Da   
OVCAR-3 Ovarij Adenokarcinom jajčnikov Da   
SK-OV-3 Ovarij Ovarijski serozni cistadenokarcinom Da SKOV3 
A549 Pljuča Karcinoma Da   
NCI-H1264 Pljuča Ploščatocelični karcinom pljuč Da H1264 
NCI-H460 Pljuča Velikocelični pljučni karcinom Da   
NCI-H720 Pljuča Pljučni karcinoidni tumor Da H720 
NCI-N417 Pljuča Drobnocelični pljučni karcinom Da N417d 
DU145 Prostata Karcinom prostate Da   
PC-3 Prostata Karcinoma prostate Da   
PC-3-M Prostata Karcinoma prostate Da   
EJ-28 Sečni mehur Karcinoma sečnega mehurja Da   
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ECV-304 Sečni mehur  Karcinoma sečnega mehurja Da   
Ej138 Sečni mehur  Karcinoma sečnega mehurja Da EJ 
NCI-H716 Slepo črevo Cekum adenokarcinom Da H716 
FaDu Spodnji del žrela Hipofaringealni ploščatocelični karcinom Da   
PANC-1 Trebušna slinavka Pankreasni duktalni adenokarcinom Da Panc-1 
PCI-10 [humani pankreasni 
adenokarcinom] Trebušna slinavka Pankreasni adenokarcinom Da   
PCI-35 Trebušna slinavka Pankreasni adenokarcinom Da   
H157 Ustna votlina Ploščatocelični rak ustne votline Da   
HT-1080 Vlaknasto vezivno tkivo Fibrosarkoma Da HT 1080 
MKN45 Želodec Adenokarcinom želodca Da   
SGC7901 Želodec Želodčni karcinom Da   
IMR-32 Živčno tkivo Nevroblastom Da IMR32 
HBL-100 Dojke 
Kazein producirajoča transformirana 
celična linija Ne   
HMEC-1 Endotelij   Ne 
HMEC, Human Microvascular 
Endothelial Cell line 
HMVEC-D 
Endotelij, mikrovaskularne 
endotelijske celice dermisa   Ne HMVECs  
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endotelijske celice   Ne   
HPAEC 
Endotelijske celice pljučne 
arterije   Ne   
HUVEC 
Endotelijske celice popkovnične 
vene   Ne HUVECs 
HACs Hrustanec, sklepni hondrociti   Ne   
Celice kostnega mozga Kost   Ne   
OKF6 Koža, epidermis, kerinociti   Ne   
A293T Ledvice   Ne HEK293A 
HEK293 Ledvice   Ne 293, 293 Cell Line human 
HEK293T Ledvice   Ne 293T, 293FT 
Adipociti SGBS  Maščobno tkivo, adipociti Simpson Golabi Behmelov sindrom tipa 1 Ne   
Človeške maternične 
endometrijske stromalne celice Maternica   Ne   
hPASMC 
Pljuča, celice gladkih mišic 
pljučne arterije   Ne   
Človeški T2D otočki Trebušna slinavka Sladkorna bolezen Ne   
β cells 
Trebušna slinavka, 
Langerhansovi otočki Sladkorna bolezen Ne   
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FUNKCIONALNA ANALIZA TARČNIH GENOV HIF1A V BIOLOŠKIH POTEH 
Skupina 1 Obogatitvena ocena: 3,35 
    
Kategorija Funkcionalna klasifikacija 
Število 
genov Geni P vrednost Bonferroni 
REACTOME_PATHWAY Glikoliza  8 
ALDOA, PKM, PFKL, PFKFB4, ALDOC, 
PFKP, PGK1, ENO1 8,92E+05 1,36E+09 
KEGG_PATHWAY Glikoliza / Glukoneogeneza  8 
ALDOA, PKM, LDHA, PFKL, ALDOC, 
PFKP, PGK1, ENO1 7,23E+08 8,89E+09 
KEGG_PATHWAY Biosinteza aminokislin  7 
ALDOA, PKM, PFKL, ALDOC, PFKP, 
PGK1, ENO1 2,11E+11 2,59E-03 
KEGG_PATHWAY Metabolizem fruktoze in manoze  5 ALDOA, PFKL, PFKFB4, ALDOC, PFKP 1,02E+12 1,25E-02 
KEGG_PATHWAY Metabolizem ogljikov 7 
ALDOA, PKM, PFKL, ALDOC, PFKP, 
PGK1, ENO1 2,28E+12 2,77E-02 
REACTOME_PATHWAY Glukoneogeneza  4 ALDOA, ALDOC, PGK1, ENO1 1,08E-03 1,51E-01 
KEGG_PATHWAY Biosinteza antibiotikov  8 
ALDOA, PKM, LDHA, PFKL, ALDOC, 
PFKP, PGK1, ENO1 1,20E-03 1,38E-01 
KEGG_PATHWAY Pentoza fosfatna pot  4 ALDOA, PFKL, ALDOC, PFKP 1,43E-03 1,61E-01 
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BIOCARTA Glikolizna pot  3 PFKL, PGK1, ENO1 8,75E-03 4,10E-01 
KEGG_PATHWAY Degradacija RNA  3 PFKL, PFKP, ENO1 1,21E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY Signalna pot AMPK  3 PFKL, PFKFB4, PFKP 2,47E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY Presnovna pot  12 
ALDOA, PKM, LDHA, CBR1, PFKL, 
ALDOC, PFKP, COX4I2, CAD, PGK1, 
HMGCL, ENO1 3,61E-01 1,00E+00 
      Skupina 2 Obogatitvena ocena: 2,88 
    
Kategorija Funkcionalna klasifikacija 
Število 
genov Geni P vrednost Bonferroni 
REACTOME_PATHWAY Organizacija ekstracelularnega matriksa  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 1,95E+09 2,96E+10 
REACTOME_PATHWAY Ekstracelularni matriks proteoglikanov  7 
COL3A1, SERPINE1, ACAN, COL1A2, 
COL2A1, COL1A1, COL5A1 7,49E+09 1,14E-03 
REACTOME_PATHWAY 
Interakcija ne-integrin membranskih 
proteinov z ekstracelularnim matriksom  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 1,16E+12 1,74E-02 
REACTOME_PATHWAY 
Združevanje kolagenskih vlaken in drugih 
multimernih struktur  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 2,01E+12 3,00E-02 
REACTOME_PATHWAY Integrin celične interakcije  6 
BSG, COL3A1, COL1A2, COL2A1, 
COL1A1, COL5A1 2,10E+12 3,14E-02 
KEGG_PATHWAY Prebava in absorpcija proteinov  6 
COL3A1, COL1A2, ACE2, COL2A1, 
COL1A1, COL5A1 5,78E+10 6,87E-02 
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Interakcije sindekan transmembranskih 
proteinov 4 COL3A1, COL1A2, COL1A1, COL5A1 6,50E+11 9,41E-02 
REACTOME_PATHWAY Razgradnja kolagena  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 7,17E+11 1,03E-01 
REACTOME_PATHWAY 
Biosinteza kolagena in spreminjanje 
encimov  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 8,53E+11 1,22E-01 
KEGG_PATHWAY 
Receptorska interakcija ekstracelularnega 
matriksa  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 4,59E-03 4,32E-01 
KEGG_PATHWAY PI3K-Akt signalna pot  9 
COL3A1, VEGFA, COL1A2, COL2A1, 
COL1A1, BCL2L1, ANGPT2, COL5A1, 
DDIT4 4,94E-03 4,57E-01 
KEGG_PATHWAY Goriščna adhezija  7 
CAV1, COL3A1, VEGFA, COL1A2, 
COL2A1, COL1A1, COL5A1 5,12E-03 4,68E-01 
REACTOME_PATHWAY Lovljenje z receptorji razreda A  3 COL3A1, COL1A2, COL1A1 6,40E-03 6,23E-01 
KEGG_PATHWAY Ameboza  5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 9,19E-03 6,79E-01 
REACTOME_PATHWAY 
Signalizacija rastnih dejavnikov iz 
trombocitov 3 COL3A1, COL2A1, COL5A1 1,76E-02 9,33E-01 
KEGG_PATHWAY Aktivacija trombocitov 5 
COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1, 
COL5A1 1,83E-02 8,97E-01 
REACTOME_PATHWAY 
Interakcija molekul adhezije nevronskih 
celic  3 COL3A1, COL2A1, COL5A1 2,94E-02 9,89E-01 
REACTOME_PATHWAY 
Imunoregulatorne interakcije med 
limfoidnimi in ne-limfoidnimi celicami  4 COL3A1, COL1A2, COL2A1, COL1A1 1,16E-01 1,00E+00 
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Niso v skupini 
     
Kategorija Funkcionalna klasifikacija 
Število 
genov Geni P vrednost Bonferroni 
KEGG_PATHWAY HIF-1 signalna pot  7 
EDN1, VEGFA, SLC2A1, SERPINE1, 
ANGPT2, ARNT, ENO1 1,04E+12 1,27E-02 
KEGG_PATHWAY Osrednji metabolizem ogljika pri raku 5 PKM, PFKL, SLC2A2, SLC2A1, PFKP 1,50E-03 1,68E-01 
BIOCARTA HIF v kardiovaskularnem sistemu  4 LDHA, EDN1, VEGFA, ARNT 1,68E-03 9,61E-02 
REACTOME_PATHWAY Regulacija izražanja genov s HIF  3 CA9, VEGFA, ARNT 1,75E-03 2,34E-01 
REACTOME_PATHWAY Presnova angiotenzinogena v angiotenzin  3 ACE, ACE2, ENPEP 5,13E-03 5,43E-01 
REACTOME_PATHWAY Basigin interakcije  3 CAV1, BSG, L1CAM 1,10E-02 8,13E-01 
KEGG_PATHWAY Sistem renin-angiotenzin  3 ACE, ACE2, ENPEP 1,37E-02 8,16E-01 
REACTOME_PATHWAY 
Aktiviranje ekspresije cirkadnega izražanja 
genov z BMAL1 in NPAS2  3 SERPINE1, BHLHE40, BHLHE41 3,07E-02 9,91E-01 
KEGG_PATHWAY Glukagon signalna pot  4 PKM, LDHA, SLC2A2, SLC2A1 4,18E-02 9,95E-01 
REACTOME_PATHWAY Površinska celična interakcija na žilni steni  3 COL1A2, COL1A1, MIF 4,65E-02 9,99E-01 
KEGG_PATHWAY Poti pri raku 7 
FOS, CXCR4, RASSF1, VEGFA, SLC2A1, 
BCL2L1, ARNT 8,45E-02 1,00E+00 
REACTOME_PATHWAY Razgradnja celularnega matriksa  3 BSG, ACAN, ADAMTS1 8,86E-02 1,00E+00 
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KEGG_PATHWAY Karcinom ledvičnih celic  3 VEGFA, SLC2A1, ARNT 9,13E-02 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY p53 signalna pot  3 SERPINE1, IGFBP3, CCNG2 9,61E-02 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY Izločanje žolča  3 SLC2A1, ABCB1, ABCG2 1,01E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY Chagasova bolezen  3 FOS, ACE, SERPINE1 1,95E-01 1,00E+00 
REACTOME_PATHWAY Degranulacija trombocitov  3 ALDOA, VEGFA, SERPINE1 2,02E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY Inzulinska odpornost  3 PPP1R3C, SLC2A2, SLC2A1 2,06E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY Ras signalna pot  4 RASSF1, VEGFA, BCL2L1, ANGPT2 2,59E-01 1,00E+00 
REACTOME_PATHWAY G alfa (q) signalna pot  3 EDN2, EDN1, ANXA1 2,85E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY MikroRNA pri raku  4 RASSF1, VEGFA, ABCB1, DDIT4 3,86E-01 1,00E+00 
KEGG_PATHWAY 
Okužba s humanim T celičnim levkemija 
virusom  3 FOS, SLC2A1, BCL2L1 6,00E-01 1,00E+00 
 
